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(54) Utilisation de solutions d'atelocoUagene et de glycosaminoglycannes pour la fabrication de microcapsules, micro- 
capsules ainsi realisees, procedes de fabrication de telles microcapsules et compositions cosmetiques ou pharma- 
ceutiques ou aiimentaires en contenant 

(57) invention concerne des microcapsules a paroi mixte 
d'atelocoUagene et de glycosaminoglycannes reticulis ainsi que 
des proc6des de fabrication de celles-ci. 

Selon invention, les microcapsules sont caracteris£es en ce 
qu'elles comprennent une paroi mixte d'atelocoUagene et de 
glycosaminoglycannes reticules, de preference la proportion 
des glycosaminoglycannes par rapport a I'atelocoIIagene est 
comprise entre 18 et 50 °/o en poids. Ces microcapsules 
peuvent etre fabriquees sort par un procide mettant en ceuvre 
une reticulation interfaciale soit encore par une extrusion a 
ecoulement laminaire disloquee par des vibrations en goutte- 
lettes individuelles tombant dans un bain de reticulation. 

Ces microcapsules sont biocompatibles grace a la presence 
d'atelocoUagene qui presente la piupart des proprietes interes- 
santes du co!lag£ne. a savoir une antigenicity tres faible ainsi 
qu'une biodegradabilite parfaite. Elles sont done particuliere- 
ment appropriees pour la fabrication de compositions cosmeti- 
ques. pharmaceutiques ou aiimentaires. 
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Utilisation de solutions d'atelocollagene et de glycosamino- 
glycannes pour la fabrication de microcapsules, microcapsules ainsi 
realisees, procedes de fabrication de telles microcapsules et 
compositions cosmetiques ou pharmaceutiques ou alimentaires en 
05 contenant . 

La presente invention concerne essentiellement I'utili- 
sation de solutions d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes 
pour la fabrication des microcapsules/ des microcapsules ainsi 
10 preparees, des procedes de fabrication de ces microcapsules ainsi 
que des compositions cosmetiques, pharmaceutiques ou alimentaires 
les contenant. 

On sait que pour des applications pharmaceutiques et 
cosmetiques, de nombreux chercheurs travaillent a la mise au point 

15 decapsulation de substances actives. Parmi les effets recherches 
pour une telle mise en oeuvre, on peut citer notamment I'amelio- 
ration de la biodisponibi lite, la protection du principe actif dans 
une formule finie, la protection du principe actif dans I'organisme 
pour eviter notamment sa degradation dans I'estomac, la liberation 

20 differee, ou la liberation lente pour effet prolonge. 

Cette encapsulation peut etre realisee en incorporant ces 
principes actifs dans des microcapsules pour leur introduction dans 
des produits cosmetiques, des preparations pharmaceutiques ou des 
produits alimentaires destines a diverses voies d'administration 

25 telles que la voie orale, la voie parenterale, I'application surla 
peau et les muqueuses. 

Dans I'etat de la technique anterieure, on a deja propose 
diverses techniques pour la fabrication de microcapsules a I'aide 
de polymeres synthetiques. Ces dernieres substances permettent des 

30 fabrications indust riel les aisees mais les microcapsules obtenues 
sont en general dif f icilement biodegradables et, lorsqu'elles le 
sont, elles donnent naissance a des produits de degradation qui 
peuvent etre toxiques, ou dont la toxicite n'est pas connue. 

Ainsi, les travaux de recherche se sont orientes vers la 

35 realisation de microcapsules a l*aide de substances naturelles 
biocompatibles et biodegradables. Dans *ce cadre, les chercheurs ont 
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utilises des proteines. On peut se reporter par exemple au document 
FR-A-2 444 497 MARS ainsi que Le document FR-A-2 527 438 CNRS. 

Dans ces deux documents, la technique utilisee cornporte 
trois etapes : 

05 a) I'emulsification d'une solution aqueuse alcaline d'une 

proteine au sein d'un solvant organique non miscible a I'eau ; 

b) la reticulation interfaciale des vesicules de I'emul- 
sion grace a un agent de reticulation qui est en general un dichlo- 
rure d'acide organique ; et enfin 

10 c ) I'isolation et le lavage des microcapsules obtenues 

grace a des solvants appropries. 

Dans le premier document, la membrane est constitute 
uniquement de proteine, tandis que dans le second document elle est 
composee d'un irelange de proteines et de polyholosides. 

15 un autre procede connu sous le nom de procede EXTRANET 

mis en oeuvre par la societe EXTRANET permet d'obtenir des micro- 
capsules en coupant mecaniquement a I'aide d'un vibreur un ecou- 
lenient laminaire realise par extrusion d'une solution de materiau 
polymerisable a travers une buse, ce qui provoque la formation de 

20 vesicules ou gouttelettes qui peuvent etre ensuite rigidifiees par 
sechage ou par reticulation dans un bain contenant un agent 
reticulant dans lequel chutent les vesicules ou gouttelettes. Cette 
technique peut etre appliquee a des polymeres synthetiques ou a des 
proteines. L 'encapsulation d'une substance active hydrosoluble dans 

25 une capsule proteique sera obtenue par dissolution dans la solution 
de oroteines avant extrusion. Si ta substance active est de forme 
huile ou bien si elle est en solution dans I'huile, elle sera 
encapsulee grace a une coextrusion avec la solution proteique qui 
se trouve a I'exterieur du flux laminaire. 

30 On observera que dans aucun des documents de I'etat de la 

technique anterieure relatifs a la fabrication de microcapsules, et 
en particulier dans les deux documents precites 2 444 497 et 
2 527 438, bien que les procedes soient appliques a des proteines 
d'une maniere generale, il n'est jamais cite ou fait allusion a 

35 L'emploi de collagene. 
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Les inventeurs de La presente invention ont essaye d'uti- 
Liser le collagene dans les precedes decrits dans Les documents 
precedents ainsi qu'en utilisant la technique EXTRANET. 

Ces experiences se sont soldees par un echec car ces 

05 techniques ne sont pas applicables au collagene. En effet, pour 
obtenir une reticulation efficace, il est necessaire de preparer 
des solutions de collagene dans un milieu fortement tamponne a des 
pH superieurs ou egaux a 5,5. 

Or, le collagene habituel, e'est-a-dire Le collagene 

10 natif, precipite en partie et il est alors tres difficile d'obtenir 
des melanges homogenes, L'emulsion avec un liquide organique ne 
peat pas etre realisee, de sorte que Les procedes decrits dans les 
documents precedents FR-A-2 444 497 et FR-A-2 527 438 ne peuvent 
etre mis en oeuvre. II en est egalement de meme avec la technique 

15 d'extrusion laminaire EXTRAMET dans laquelle il est impossible 
d'obtenir un flux constant avec un melange heterogene. 

La presente invention a done pour but de resoudre le 
nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une 
solution permettant de fabriquer des microcapsules dont la paroi 

20 comprend au moins en partie du collagene ou un produit de type 
collagenique presentant les mimes proprietes que le collagene, avec 
les procedes de la technique anterieure. 

La presente invention a encore pour but de resoudre le 
probleme technique ci-dessus enonce, avec I'utilisation de procedes 

25 de fabrication extremement simples, utilisables a I'echelle 
industrielle, et permettant en outre de regler a volonte la 
dimension des microcapsules, en particulier dans une plage de 
dimensions allant de moins de 1 a 3 000 jj. 

Selon la presente invention, on a decouvert de maniere 

30 totalement inattendue que les problemes techniques enumeres 
ci-dessus pouvaient etre resolus d'une maniere extremement aisee, 
si L'on utilisait comme matiere premiere une solution d'atelo- 
collagene et de glycosaminoglycannes. 

C'est sur La base de cette . decouverte totalement 

35 inattendue pour I'homme de I 'art que la presente invention a et : 
realisee, ce qui represente un progres technique determinant pour 



2642329 



4 



I'homne de I'art compte tenu que l'atelocollagene presente ta 
plupart des proprietes interessantes du collagene, a savoir une 
antigenicity tres faible ainsi bien sur qu'une biodegradabi lite 
parfaite. 

05 Ainsi, selon un premier aspect, la presente invention a 

pour objet L'uti Lisation d'une solution d'atelocollagene et de 
glycosaminoglycannes pour la fabrication de microcapsules. De 
preference, ces microcapsules contiennent un principe actif, 
nctamrrent cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 

10 Selon un deuxieme aspect, la presente invention a pour 

objet des microcapsules, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une paroi mixte d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes 
reticules. 

La proportion de glycosaminoglycannes par rapport a 
15 L'atelocollagene peut varier de 15 a 50 % en poids. Ces glycos- 
aminoglycannes peuvent etre avantageusement ceux decrits dans le 
cadre des procedes de fabrication decrits ci-apres. II en est de 
meme des autres caracteristiques enoncees pour le procede et qui se 
retrouvent dans les microcapsules elles-memes. 
20 La presente invention concerne encore, selon un troisieme 

aspect, un procede de fabrication de microcapsules, caracterise par 
les etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une solution d'atelocollagene, 
et une solution de glycosaminoglycannes ; 
25 b) on melange la solution d'atelocollagene avec la 

solution de glycosaminoglycannes de maniere a former une solution 
homogene d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes ; 

c) .on forme une emulsion de la solution d'atelocollagene 
et de glycosaminoglycannes comme phase dispersee dans un liquide 

30 hydrophobe formant la phase continue, dans lequel L'atelocollagene 
et/ou les glycosaminoglycannes sont essentiellement insolubles ; 

d) on ajoute a I 'emulsion resultante une solution d'un 
agent reticulant comportant des groupes reactifs capables de reagir 
avec les groupes acyLables de l'atelocollagene et des. glycosamino- 

35 glycannes de maniere a realiser une reaction de reticulation 
interfaciale entre l'atelocollagene et les glycosaminoglycannes et 
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L f agent reticulant pour former des microcapsules dont La paroi est 
une paroi mixte d'atelocol lagene et de glycosaminoglycannes 
reticuLes. 

Avantageusement, ce procede comprend encore l*etape 
05 ccmplementaire de separer les microcapsuLes par tout moyen 
approprie,, notamment par decantation naturelle apres avoir 
eventueLLement effectue un ou plusieurs Lavages. 

La presente invention concerne, seLon un quatrieme 
aspect, un procede de fabrication de microcapsuLes contenant une 
10 huiLe non miscible a L'eau, caracterise en ce qu'il comprend Les 
etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une solution d'atelocollagene, 
et une soLution de gLycosaminogLycannes ; 

b) on melange La soLution d'atelocollagene avec La 
15 soLution de gLycosaminogLycannes de maniere a former une soLution 

homogene d ! atelocollagene et de gLycosaminogLycannes ; 

c) on forme une emulsion de La phase huiLeuse contenant 
un agent reticulant comme phase dispersee dans La soLution d'atelo- 
collagene et de gLycosaminogLycannes formant La phase continue ; 

20 d) L f ensembLe est maintenu sous agitation pendant Le 

temps necessaire pour obtenir une reticulation interfaciaLe suffi- 
samment importante conduisant a des microcapsules dont La paroi est 
une paroi mixte d'atelocollagene et de gLycosaminogLycannes 
reticuLes ; 

25 e) on separe Les microcapsuLes par tout moyen approprie, 

notamment par decantation naturelle apres avoir eventueLLement 
effectue un ou pLusieurs Lavages. 

SeLon un autre aspect. La presente invention fournit 
encore un procede de fabrication de microcapsules/ caracterise en 

30 ce qu'il comprend Les etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une soLution d'atelocollagene/ 
et une soLution de gLycosaminogLycannes ; . 

b) on melange la soLution d'atelocollagene avec La 
solution de gLycosaminogLycannes ; 

35 c> on prepare un bain de reticuLation contenant un agent 

de reticulation approprie ; 



2642329 



6 



d) on realise une extrusion taminaire de La solution 
homcgene d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes a travers une 
buse d'extrusion tout en soumettant I'ecoulement laminaire a des 
vibrations pour disloquer I'ecoulement laminaire en gouttelettes 

05 individuelles ; 

e) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans 
ledit bain de reticulation en obtenant ainsi des microcapsules par 
reticulation de I'atelocollagene et des glycosaminoglycannes ; et 

f) on separe les microcapsules par tout moyen approprie, 
10 notarnment par decantation naturelle apres .avoir eventuel lenient 

effectue un ou plusieurs lavages. 

On notera que les etapes a) et b) ci-dessus sont communes 

aux etapes a) et b) du procede de reticulation interf aciale, de 

sorte que tout ce qui a ete dit precedemment a ce sujet s'applique 
15 a ce second procede par extrusion. 

Selon encore un autre aspect, la presente invention 

fournit encore un procede de fabrication de microcapsules pour 

L'encapsulation d'une phase huileuse, caracterise en ce qu'il 

ccmprend Les etapes successives suivantes : 
20 a) on prepare separement une solution d'atelocollagene et 

une solution de glycosaminoglycannes ; 

b) on melange la solution d'atelocollagene avec la 
soLution de glycosaminoglycannes ; 

c) on dissout I'agent reticulant dans la phase huileuse a 
25 encapsuler ; 

d) on realise a travers une buse d'extrusion une 
coextrusion laminaire de la soLution homogene d'atelocollagene et 
de glycosaminoglycannes et de la phase huileuse a encapsuler, tout 
en soumettant L'ecoulement Laminaire a des vibrations pour 

30 disloquer l'ecoulement laminaire en gouttelettes individuelles ; 

e) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans un 
bain aqueux et maintenu sous agitation ; 

f) cn separe les microcapsules par tout moyen approprie, 
notamment par decantation naturelle apres avoir eventuellement 

35 effectue plusieurs lavages par I'eau, 



2642329 

7 ' 



Selon une caracteristique avantageuse des procedes de 
fabrication selon I 1 invention, I'agent r£ticulant est un dichlorure 
decide ou un anhydride d'acide ou un acide carboxylique di- ou 
poly-basique. Selon une caracteristique preieree, I'agent reti> 
05 culant est choisi parmi le chlorure de terephtaloyle, le chlorure 
d'acide phtalique, le chlorure d'acide sebacique, le chlorure 
d'acide succinique, le chlorure d'un acide tricarboxylique comme 
I'acide citrique ou un anhydride d'acide comme I'anhydride 
succinique. 

10 Comme liquide hydrophobe, dans lequel I'atelocollagene 

et/ou les glycosaminoglycannes sont insolubles, on peut utiliser 
tout solvant decrit dans les documents precedents. De preference, 
on ut ili sera le cyclohexane, ou le chloroforme. 

Selon une autre variante de realisation des procedes 

15 selon I'invention, on realise le melange atelocollagene-gLycos- 
aminoglycannes en introduisant la solution de glycosaminoglycannes 
dans la solution d'atelocollagene. 

Selon un mode de realisation particulier, la solution de 
glycosaminoglycannes est preparee par mise en solution du glycos- 

20 aminoglycanne, de preference obtenu & I'etat sec, par exemple en 
ayant ete lyophilise, dans une solution aqueuse dont le pH est 
regie de sorte qu'apres melange avec la solution d'atelocollagene, 
le pH du melange soit compris entre 5,5 et 10. De preference, la 
solution aqueuse est une solution tampon, basique. Cette solution 

25 tampon basique peut etre une solution aqueuse de soude ou de prefe- 
rence une solution aqueuse d'un tampon basique obtenu par neutra- 
lisation d'un acide faible avec une base forte, comme par exemple 
le carbonate de sodium, l'ac6tate de sodium ou le citrate de 
sodium, ou dans des solutions de phosphates de sodium et de 

30 potassium. 

Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes 
selon l' invention, la concentration en glycosaminoglycannes par 
rapport a la concentration en atelocollagene est de 15 a 50 % en 
* poids. 

35 Selon une autre caracteristique avantageuse des procedes 

selon I 1 invention, la concentration- en, glycosaminoglycannes dans la 
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solution de glycosaminoglycannes est de 0,5 a 4 K ; encore mieux de 
0,5 a 2 %, et encore de preference est voisine de 1 %. 

Selon une autre caracteristique des procedes de 
L 1 invention. La solution d'atelocollagene est une solution aqueuse 
d'atelocollagene ayant une concentration comprise entre 0,5 et 2 X 
en poids. Cette solution d'atelocol lagene peut etre obtenue selon 
l 1 invention par dissolution de fibres d'atelocollagene dans une 
solution aqueuse legerement acide. 

Selon un mode de realisation particulier, ces fibres 
d'atelocol lagene sont raises en solution dans de I 'acide acetique 
0,1 M. 

Selon un autre mode de realisation particulier des 
procedes selon I'invention, I 'atelocol lagene est obtenu par 
digestion enzymatique de collagene. 

Selon une variante de realisation particuliere, les 
glycosaminoglycannes utilises selon L f invention sont choisis parmi 
les glycosaminoglycannes de structure choisis parmi le groupe 
consistant da chondroTtine-4-sulfate, du chondroitine-6-sulf ate, du 
derratane-sulfate, de I 'heparane-sulfate, du keratane-sulfate ; 
ainsi que de I'heparine et ses derives. 

On peut introduire dans la solution aqueuse d'atelo- 
col lagrene et de glycosaminoglycannes un ou plusieurs principes 
actifs souhaites a I'etat de solution, de suspension ou d'emulsion, 
en particulier une ou plusieurs substances d'interet cosmetique, 
pharmaceutique ou alimentaire. 

En particulier, dans la technique d'extrusion precitee, 
on peut realiser une extrusion de la substance a encapsuler incor- 
pcree a I'interieur du flux laminaire d'atelocollagene et de 
glycosaninoglycannes destines a constituer la paroi des micro- 
capsules. 

Dans le cas ou la phase huileuse est la phase encapsulee, 
il est possible d'incorporer une ou plusieurs substances d'interet 
cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire a I'etat de solution de 
suspension ou d'emulsion dans cette phase huileuse. 

En particulier, dans la technique d'extrusion precitee, 
on peut realiser une coextrusion de la substance active dissoute, 
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en suspension ou sous forme emulsionnee dans la phase huileuse, a 
I'interieur du flux laminaire d'atelocollagene et de glycosamino- 
glycannes destines a eonstituer la paroi des microcapsules. 

Enfih, selon un septieme aspect/ la presente invention 

05 concerne encore une * composition cosmetique ou une composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend des micro- 
capsules a paroi mixte atelocollagene-glycosaminoglycannes reti- 
cules. Oe preference, ces microcapsules contiennent au moins en 
partie un principe actif, en particulier un principe actif 

1D ccsmetique ou un principe actif pharmaceutique. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de 
l 1 invention apparaitront clairement a la lumiere de la description 
explicative qui va suivre faite en reference a plusieurs exemples 
de realisation de I'invention donnes simplement a titre d'illus- 

15 tration et qui ne sauraient done en aucune facon limiter la portee 
de l' invention. Dans les exemples, tous tes pourcentages sont 
donnes en poids, sauf indication contraire. 

En outre, I'exemple 5 sera decrit en relation avec la 
figure unique annexee representant schematiquenient un appareil de 

20 fabrication de microcapsules selon la technique d'extrusion d"un 
ecoutement .laminaire EXTRANET. 
EXEHPLE 1 selon [' invent ion 

Dans cet exemple, on fabrique des microcapsules ayant un 
diametre moyen de 20 urn renfermant un principe actif hydrosoluble, 

25 la vitamine C. ... 

a) Preparation du collagene dereticule ou atelocol lagene 
La peau de veau fraichement abattu est soumise a epi- 
lation . chimique dans un bain contenant 3 X de sulfure de sodium et 
4 % de chaux, la proportion etant de 100 g de peau pour 20Q cm 3 de 

30 solution. Le derme est alors isole du reste de la peau par une 
operation de refendage grace a une scie tournante a ruban. 

Le tissu obtenu est broye et extrude a travers une grille 
conportant des trous de 4 mm. Le broyat est alors mis en contact 
pendant 3 semaines avec unlait de- chaux sature a raison de 1 kg 

35 pour 4 I de solution. La peau ainsi traitee est separee du 



10 



2642329 



sumageant par une centrifugation en continu sous une acceleration 
de 2 000 g a I'aide d'une decanteuse tournant a 4 000 tour/rain. Le 
culot est ensuite soumis a deux lavages a I'eau courante dans une 
cuve inox sous agitation lente a raison de 1 kg pour 4 I de bain. 
Le broyat est alors soumis a deux traitements du tampon phosphate 
pH 7,8 (21,7 g/l de Ka^PO^ et 0,78 g/l de KH^) dans les memes 
conditions que pour le lavage a I'eau. Le culot est alors lave par 
deux bains d'eau desionisee et sterile. Le broyat obtenu est place 
dans une solution d'acide acetique (0,5 g/l, pH 3,4) a raison de 
1 kg pour 20 I de bain. Apres 5 minutes d'agitation, le sumageant 
est separe du culct par decantation en continu selon la technique 
orecedente. Le collagene est alors precipite par le sumageant par 
addition de chlorure de sodium sec dans une proportion de 10 % 
environ par rapport au bain.. Apres decantation par gravite, les 
fibres obtenues sont dialysees contre de I'eau desionisee et 
sterile a I'aide de membranes de dialyse, de preference formees 
C2- des bcyaux dont le seuil de coupure est compris entre 6 000 et 

8 COO daltons. 

b) Preparation du chondroitine-4-sulf ate 

Des cloisons nasales d'agneau debarrassees des tissus 
nusculaires et adipeux sont hachees et broyees par extrusion a 
travers une grille comportant des trous de 4 mm ; le broyat est 
place pendant 24 heures a une temperature de 6°C dans un tampon de 
chlorure de potassium (11,8 g/l de KCL, 78,8 mg/l de cysteine, ETDA 
180 mg/l) renfermant 1 % de papaine "MERCK". La proportion etant de 
13G g de broyat pour 1 I de tampon. 

Le sumageant est separe du culot par centrifugation en 
continu a l ! aide d'une decanteuse tournant a 4 000 tour/min. Au 
sumageant sont alors ajoutes 40 g/L d'acide t richloracetique. Le 
precipite est elimine par centrifugation en continu selon la 
technique precedente. Le sumageant est neutralise a I'aide de 
soude en pasti lie. Le melange est alors dialyse contre de I'eau 
desionisee et sterile a I'aide de boyaux dont le seuil de coupure 
est compris entre 6 000 et 8 000 daltons. La solution dialysee est 
lyophilisee. Le chondroitine-4-sulf ate est obtenu a I'etat sec. 
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c) Preparation de La solution homogene d' atelocol lagene 
et de chondroit ine-4-sulf ate en milieu tamponne a pH 9,8 

L'ateLocollagene sous forme de fibre provenant des boyaux 
de dialyse est mis en solution dans une solution aqueuse d'acide 
acetique 0,1 M de maniere a obtenir une concentration d'atelo- 
col lagene de 3,2 % qui est dilue deux fois par une solution aqueuse 
tampon basi'que de chrondroitine-4-sulf ate dont Le tampon a ete 
realise avec du carbonate de sodium, dont le volume et la concen- 
tration sont tels que les concentrations finales du melange 
homogene a' atelocol lagene et de chrondroiti'ne-4-sulf ate sont les 
suivantes : 



Le pH. ce I 'ensemble est ajuste a 9,8 par l f acide chlor- 
hydrique concentre. On prepare 2 kg de cette solution, 
d) Preparation de I'agent reticulant 

400 g de chlorure de terephtaloyle sont broyes dans un 
mortier. lis sont ajoutes a 8 I d'un melange d'esters decides gras 
disponibles dans le commerce sous la denomination . commerciale 
0RAG0XAT ®vendu par La societe allemande DRAGOCO. L 1 ensemble est 
agite par agitation mecanique. 



d'agent emulsifiant Span 85 u vendu par ICI Company ainsi que 

5 700 ml de cyclohexane- L 1 ensemble est agite pendant 10 minutes 

par un systeme agitateur Ultra Turax ^ tournant a 7 200 tour/rmn 
(rpm). 



4-sulfate, dans laqueLle on a dissous 0,2 % de vitamine C, est 



f) Reticulation 

La solution d'agent reticulant est ajoutee a I 'emulsion 
obtenue, qui est maintenue sous agitation. Cinq minutes apres, la 



- atelocollagene 

- chrondroitine-4-sulf ate - 

- carbonate de sodium anhydre... 

- parahydroxybenzoate de methyle 

- eau desionisee. 



1,6 % 
0,6 7. 
4,8 V. 
0,4 % 



le solde. 




La solution homogene d'atelocollagene et de chondroitine 



al-ors versee dans La cuve. 



2642329 



12 



vitesse de rotation de I'agitateur est reduit de 10 % et I'agi- 
tation est poursuivie pendant 25 minutes supplementaires. * 

On separe Les microspheres obtenues grace a une decan- 
teuse type Robatel ®de chez ROBATEL, Lyon, France, tournant a 
05 1 000 tour/min. 

g) Lavage 

Les microcapsules collageniques obtenues peuvent etre 
tavees cinq fois avec 1 500 ml du melange d'esters d'acides gras 
precite Dragoxat®et elles sont separees de la suspension dans les 
10 merries conditions que precedemment . 1,9 kg de microcapsules sont 
obtenues, elles peuvent etre mises en suspension par exemple dans 
des gels de Carbopol w ou de collagene. 
EXEMPLE 2 set on l 1 invention 

Fabrication ce microcapsules de diametre moyen de 400 u renfermant 
15 un pigment insoluble le DC RED 30, en suspension dans la phase 
aqueuse. 

a) Preparation de la solution d'atelocollagene et de 
cho ndroU ire-4-sulf ate en milieu tamponne a pH 9/8 . 

10 kg de cette solution sont prepares comme decrit a 
20 L'exer.ple 1- Le colorant DC RED 30 en poudre est introduit a une 
concentration de 1 % dans la preparation maintenue sous agitation. 

b) Preparation de I'agent reticulant 

1,8 kg de chlorure de terephtaloyle sont broyes dans un 
merrier et sent places dans 40 I d l un melange d f esters d'acides 
25 gras Dragoxat ®. L'ensemble est agite pendant 30 minutes. 

c) Emulsif ication 

Dans une cuve inox de forme cylindrique sont introduits 

(R) 

1 050 ml d 1 agent emulsif iant Span 85 w (ICI Company) et 29 I de 
cyclohexane. Dans le melange agite mecaniquement, on verse la 
30 solution honogene d'atelocollagene et de chondroitine-4-sulf ate 
contenant le colorant. L'ensemble est agite quelques minutes pour 
cbtenir I 'taut si or.. 

d) Reticulation 

La solution d'agent reticulant telle que preparee a 
35 L 'exemple 1 est ajoutee a I'emulsion maintenue sous agitation. 
L'agitaticn est poursuivie pendant 30 minutes. 
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Les microcapsules obtenues sont recuperees par decan- 
tation comme decrit a I'exemple 1. 
e) Lavage 

On peut ef'ectuer quatre lavages a raison de 10 I de 

(R) 

Dragoxat ^ pour 10 kg de microspheres qui sont recuperes par 
decantation naturelle. II est procede a un cinquieme lavage avec la 
neme quantite de Dragoxat ® mais, dans ce cas, les microcapsules 
sont separees du bain par decantation a I'aide de la decanteuse 
Robatel® tournant a 1 000 tour/min (rpm). 

Pour 1 kg de solution d'atelocollagene et de glycosamino- 
glycannes de depart, on obtient environ 90G g de microcapsules. 
Comme precedemment, celles-ci peuvent etre mises en suspension par 
exemple dans un gel de Carbopol®ou de collagene. 
EXEMPLE 3 

Fabrication de microcapsules de diametre moyen 50 pm renfermant de 
I'huile d'olive emulsionnee dans la phase aqueuse 

a) Precaration de la solution d f atetocollagene et de 
chsncroitine-4-sulfate en mi lieu . tamponne a pH 9,8 

On prepare 2 kg de cette solution comme decrit a 
I'exemple 1. 

b) Preparation de I'agent reticulant 

On incorpore 400 g de chlorure de terephtaloyle a 8 I de 
DRAGOXAT ® dans les conditions decrites a I'exemple 1. 

c) Realisation d'une emulsion primaire d'huile d'olive 
dans la solution d'atelocollagene et de chondroitine-4-sulfate 

400 ml d'huile d'olive sont emulsionnes dans 2 kg de 
solution d'atelocollagene et de chondroTtine-4-sulfate par 
agitation mecanique pendant 3 minutes, a I'aide d f un systeme 
agitateur Ultra Turax tournant- a 7 500 tour/min Crpm). 

d) Emulsif ication 

L'emulsion primaire obtenue est dispersee dans 6 I d'un 
melange prepare avec 5.700 ml de DRAGOXAT ® et 300 ml de Span 85®, 
par agitation mecanique pendant 5 minutes a I'aide d f un agitateur 
RAYNERI w tournant a 1 500 tour/min (rpm). 
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e) Reticulation 

La solution d'agent reticulant est ajoutee a I'emulsion 
obtenue, maintenue sous (.'agitation precedente. L'agitation est 
pcursuivie pendant 30 minutes. 

f) Lavage 

Les microcapsules obtenues peuvent etre lavees 

- deux fois avec 1 500 ml de DRAGOXAT® (cf. exemple 1), 

- puis une fois avec 1 500 ml d'un melange ethanot-eau 

(R) 

1:1 v/v renfermant 1 % d'emulsion Tween 20 w v/v, 

- puis deux fois a I'eau, 
2,1 kg de microcapsules sont obtenus. 
EXEMPLE 4 selon I 1 invention 

Fabrication de microcapsules de diametre moyen 50 u renfermant une 
hirle de sauiron 

a) Preparation de la solution d'atelocollagene et de 
chcndroitine-4-sulfate en milieu tamponne a pH 9,8 

On prepare 9 kg de cette solution comme decrit a 
I "exemple T. 

b) Preparation d'huile de saumon a encapsuler 

On dissout 150 ml de chlorure de sebacoyle dans 3 I 
d'huile de sau*ron. 

c) Emulsif ication et reticulation 

Dans 9 kg de la solution d'atelbcollagene-chondroitine^- 
sulfate agitee mecaniquement dans une cuve comme decrit a I'exemple 
1, on ajcute les 3 I d'huile de saumon contenant I 'agent 
reticulant. L'ensemble est maintenu sous agitation pendant 1 heure. 

d) Lavage 

Les microcapsules recuperees par decantation naturelle 

sent placees dans un bain aqueux d'un volume de 9 L. Quatre lavages 

sont effectues dans les mimes conditions* On obtient 2,8 kg de 

microcapsules qui peuvent egalement etre mises en suspension par 

(R) 

exemple dans des gels de Carbopol^ou de collagene. 
EXEHPLE 5 selcn I 1 invention 

Fabrication de microcapsules de diametre moyen 400 u renfermant de 
I'huile d'onagre 



a) on prepare la solution homogene d^telocollagene et de 
choncroitine-4-sulfate en milieu tamponne a pH 9,8 comme decrit a 
I'exemple 1. On prepare 2, kg de cette solution homogene. 

b) Preparation du bain de reticulation 

On dissout 350 g de chlorure de terephtaloyle dans 5 I 
d'huile d'onagre. L'ensemble est agite pendant 30 minutes. 

c) Coextrusion et reticulation des microcapsules 

Pour ce faire, on utilise I'appareil Extramet schematise 
a la figure unique annexee. 

Cet appareil comprend essentie I lenient une buse 
d'extrusion 10 permettant de realiser une coextrusion par la 
presence de deux orifices concentriques alimentes separement par 
deux conduits d'alimentat ion 12, 14 servant par .exemple respec- 
tivement a I 'alimentation en solution d'atelocollagene-glycosamino- 
glycannes selon I 'invention depuis un reservoir 16, et un principe 
actif par exemple de I'huiLe d ! onagre depuis un reservoir de 
principe actif 18. A cette buse 10, est associe un dispositif 
vibreur 20 commande par des moyens de commande 22. Cet appareil 
comprend egalement un bain reticulant 24 dispose a distance sous la 
buse 10 dans lequel est disposee la solution d'agent reticulant 25. 

Cet appareil comprend egalement une electrode 26 a 
extremite 28 helicoidale disposee concentriquement a I'ecoulement 
du flux laminaire 30 coextrude de la buse 10 de maniere a separer 
les gouttelettes generees par le vibreur *20, pour eviter une 
coalescence de ces gouttelettes. On peut egalement prevoir un 
dispositif de stroboscopie par flash 32 pour observer visuellement 
les gouttelettes ainsi generees tombant dans le bain de reticu- 
lation 25. 

Le debit de la solution homogene d'atelocollagene et du 
glycosaminoglycanne presents dans le reservoir 16 est le meme que 
celui de I'huile d'onagre presente dans Le reservoir 18, consti- 
tuent le principe actif, et est de 800' ml/ha La frequence de 
vibration c'u vibreur 20 est de 125 kHz. 

Les gouttelettes 34 generees par le vibreur 20 a parti r 
de I'ecoulement laminaire realise dans la buse de coextrusion 10 
sont recues dans 1. I de bain de reticulation 25 maintenu sous 
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agitation grace a un barreau magnetique. Le bain est renouveLe 
toutes Les 30 minutes. 

On peut prevoir de maniere classique sur Les conduites 
12, 14 d'alimentation de la buse 10 des f litres 36, 38 ainsi que 
05 des vannes AO, 42. On peut vehiculer les divers liquides dans les 
cenduites 12, 14 par mise sous pression des reservoirs 16, 18 grace 
a des conduits d'alimentation appropries 44, 46. 

d) Lavage 

Les microcapsules obtenues par reticulation des goutte- 
1G lettes dans le bain reticulant 25 sont lavees cinq fois avec une 
solution aqueuse a 1 % de dodecylsulfate de sodium et recuperees 
par decantation naturelle entre chaque lavage comme decrit a 
I'exemple 1- Apres ce traitement, les microcapsules sont recuperees 
par flottation. 

15 1 kg de solution d'atelocollagene et de glycosamino- 

glycannes permet d'obtenir environ 1,300 kg de microspheres 

co-tenant I'huile d'onagre. 

Avec des microcapsules ayant un diametre moyen de 300 urn 

et plus, on peut realiser la protection de principes actifs cosme- 
20 tiques dans un produit fini. On peut obtenir une rupture immediate 

des microcapsules a la surface de la peau avec laquelle les 

membranes s'integrent parfaitement, ce qui entraine un tres bon 

toucher cosmetique. 

Avec des microcapsules ayant un diametre moyen de 50 urn 
25 comme obtenu a I'exemple 1, on obtient une integration aisee dans 

le stratun ccrneum a parti r duquel le principe actif est relargue. 

A I'aide de pigments insolubles, ces microcapsules 

peuvent etre colorees, ce qui donne un aspect visuel agreable et 

original. 
30 EXEMPLE 6 selon jj invention 

Fabrication de microcapsules de diametre .moyen 400 u renfermant de 

I'huile ce saurccn 

a) Preparation de la solution homogene d'atelocollagene 

et de chcnd r o ! itine'4-sulf ate en milieu tamponne a pH 9,8' 
35 Or. prepare 2 kg de cette solution homogene comme decrit a 

I 'exempt e 1 . 
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b) Preparation d'huile de saumon a encapsuler 

On dissout 100 ml de chlorure de sebacoyle dans 2 I 
d'huile de saumon. 

c) Coextrusion et reticulation des microcapsules 

05 On realise la coextrusion et la reticulation des micro- 

capsules dans les memes conditions que celles decrites a I'exemple 
A sauf , en ce qui concerne les debits qui sont de 1,2 l/h pour la 
solution homogene d'atelocollagene et de chondroitine-4-sulfate et 
de 1 l/h pour I'huile de saumon. 

10 Dans cette variante, il n'y a plus de bain de reticu- 

lation, la reticulation ayant eu lieu lors de la coextrusion et de 
la formation des gouttelettes. 

d) Reception et lavage des microcapsules 

Les microcapsules sont recues dans un bain aqueux de 5 I 
15 maintenu sous agitation. Les microcapsules sont lavees quatre fois 

par le meme bain et elles sont recuperees par decantation. On 

obtient 2 kg de microcapsules. 

Pour une utilisation dans des compositions pharma- 

ceutiques, ces microcapsules permettent lors d'un emploi par voie 
20 orale de realiser un masquage du gout du principe actif, ainsi 

qu'une protection dans I'estomac ou un effet differe grace a une 

gastroresistance qui peut etre obtenue par une reticulation 

appropriee. 

On peut egalement realiser des compositions destinies a 
25 diverses voies d'administration telles que la voie orale, la vqie 
parenterale, I'application sur la peau et les muqueuses. 

La presente invention concerne encore d'une maniere 
generale un precede de preparation d'une composition cosmetique, 
pharmaceutique/ ou alimentaire, caracterise en ce qu'on incorpore 
30 au moins en partie des microcaspsules a paroi mixte atelocollagene- 
glycosaminoglycannes reticules dans lesquelles on a de preference 
encapsule au moins en partie une substance presentant un interet 
cosmetique, pharmaceut ique ou alimentaire. 
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Ces microcapsules permettent egalement La protection de 
substances fragiles telles que Les huiles essentielles susceptibles 
d'entrer dans ta composition des aliments. 

D'autres utilisations de ces microcapsules apparaitront 
clairement a I ' honse . de lart. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'une solution d'atelocollagene et de glycos- 
aminoglycannes pour la fabrication.de microcapsules qui, de prefe- 
rence, contiennent un principe actif, notamment cosmetique, 
pharmaceutique ou alimentaire. 

2. Microcapsules, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une paroi mixte. d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes 
reticules. 

3. Microcapsules selon la revendication 2, caracterisees en 
ce que la proportion de glycosaminoglycannes par rapport a I'atelo- 
collagene .peut varier de 15 a 50 % en poids. 

4. Microcapsules selon la revendication 2 ou 3, caracte- 
risees en ce que les glycosaminoglycannes sont choisis parmi les 
glycosaminoglycannes de structure choisis parmi le groupe 
consistant du chondroitine-4-sulfate, du chondroitine-6-sulf ate, du 
dermatane-sulfate, de l' heparane-sulfate, du keratane-sulfate ; 
ainsi que de L'heparine et ses derives. 

5. Precede de fabrication de microcapsules, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une solution d'atelocollagene, 
et une solution de glycosaminoglycannes ; 

b) on melange la solution d'atelocollagene avec la 
solution de glycosaminoglycannes de maniere a former une solution 
homogene d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes ; 

c) on forme une emulsion de la solution d'atelocollagene 
et de glycosaminoglycannes comme phase dispersee dans un liquide 
hydrophobe formant la phase continue, dans lequel I'atelocollagene 
et/ou les glycosaminoglycannes sont essentiellement insolubles ; 

d) on ajoute k I'emutsion resultante une solution d'un 
agent reticulant comportant des groupes reactifs capables de reagir 
avec les groupes acylables de I'atelocollagene et des- glycosamino- 
glycannes de maniere a realiser une reaction de reticulation 
interfaciale entre I'atelocollagene et les glycosaminoglycannes et 
I 'agent reticulant pour former des microcapsules dont La paroi est 



2642329 



• 20 



une paroi mixte d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes 
reticules. 

6. Procede de fabrication de microcapsules contenant une 
huile non miscible k I'eau, caracterise en ce qu'il comprend les 

05 etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une solution d'atelocollagene, 
et une solution de glycosaminoglycannes ; 

b) on melange la solution d'atelocollagene avec la 
solution de glycosaminoglycannes de maniere a former une solution 

10 homogene d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes ; 

c) on forne une emulsion de la phase huileuse contenant 
un agent reticulant comme phase dispersee dans La solution d'atelo- 
collagene et de glycosaminoglycannes formant la phase continue ; 

.d) I 'ensemble est maintenu sous agitation pendant le 
15 temps necessaire pour obtenir une reticulation interfaciale suffi- 
sanment importante conduisant a des microcapsules dont la paroi est 
une paroi mixte d' atelocollagene et de glycosaminoglycannes 
reticules ; 

e) on separe les microcapsules par tout moyen approprie, 
20 notamment par decantation naturelle apres avoir eventuellement 
effectue plusieurs lavages par I'eau- 

7. Procede de fabrication de microcapsules, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes successives suivantes : 

a) on prepare separement une solution d'atelocollagene, 
25 et une solution de glycosaminoglycannes ; 

b) on melange la solution d 1 atelocollagene avec la 
solution de glycosaminoglycannes ; 

c) on prepare un bain de reticulation contenant un agent 
de reticulation approprie ; 

30 d) on realise une extrusion laminaire de la solution 

homogene d 1 atelocollagene et de glycosaminoglycannes a travers une 
buse d'extrusion tout en soumettant I'ecoulement laminaire a des 
vibrations pour disloquer I'ecoulement laminaire en gouttelettes 
individuelles ; 
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e) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans 
Ledit bain de reticulation en obtenant ainsi des microcapsules par 
reticulation de I 'atelocol lagene et des glycosaminpgLycannes ; et 

f) on separe les microcapsules par tout moyen approprie, 
05 notamment par decantation naturelle apres avoir event uellement 

effectue un ou plusieurs lavages. 

8. Procede de fabrication de- microcapsules encapsulant une 
phase huileuse, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
successi.ves suivantes : 

10 a) on prepare separement une solution d'atelocol tagene et 

une solution de glycosaminoglycannes ; 

b) on melange la solution d'atelocollagene avec La 
solution de glycosaminoglycannes ; 

c) on dissout un agent reticulant dans la phase huileuse 
15 a encapsuler ; 

d) on realise a travers une buse d'extrusion une 
coextrusion laminaire de la soLution homogene d'atelocollagene et 
de glycosaminoglycannes et de la phase huileuse a encapsuler, tout 
en soumettant I'ecoulement laminaire a des vibrations pour 

20 disloquer I'ecoulement laminaire en gouttelettes individuelles ; 

e) on fait tomber les gouttelettes individuelles dans un 
bain aqueux maintenu sous agitation ; et 

f) on separe les microcapsules par tout moyen approprie, 
notamment par decantation : naturel le apres avoir eventuellement 

25 effectue plusieurs lavages par I'eau. 

9. Procede selon I 'une des revendi cations 5 a 8, carac- 
terise en ce que I'agent reticulant est un dichlorure d'acide ou un 
anhydride d'acide ou un acide carboxylique di- ou poly-basique. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que 
30 I'agent reticulant est choisi parmi le chlorure de terephtaloyle, 

le- chlorure d'acide phtalique, . le chlorure d'acide sebacique, le 
chlorure d'acide succinique, le chlorure d'acide tricarboxylique 
comme I'acide citrique ou un anhydride d'acide comme I'anhydride 
succinique. 

35/11. Procede selon I'une des revendications 5 a 10, carac- 

terise en ce que le liquide hydrophobe precite, dans lequel 
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I'atelocollagene et/ou les glycosaminoglycannes sont insolubles, 
est Le cyclohexane ou le chlorof orme. 

12. Procede selon I'une des revendications 5a 11 , carac- 

terise en ce qu f on realise le melange atelocollagene-glycosamino- 
05 glycannes en introduisant la solution de glycosaminoglycannes dans 
la solution d f atelocollagene. 

13- Procede selon I'une des revindications 5 a 12, carac- 

terise en ce que la solution de glycosaminoglycannes est preparee 
par mise en solution du glycosaminoglycanne, de preference obtenu 

10 a I'etat sec, par exemple en ayant ete lyophilise, dans une 
solution aqueuse dont le pH est regie de sorte qu'apres melange 
avec la solution d'atelocoLlagene, le pH du melange soit compris 
entre 5,5 et 10 ; cette solution aqueuse est de preference une 
solution tampon basique. 

15 14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que 

la solution tampon precitee est choisie parmi une solution aqueuse 
ce soude ou une solution aqueuse d'un tampon obtenue par neutrali- 
sation d'un acide faible avec une base forte, comme par exemple le 
carbonate de sodium, I'acetate de sodium ou le citrate de sodium, 

20 les phosphates de sodium et de potassium. 

15. Procede selon I'une des revendi cat ions 9 a 14, carac- 

terise en ce que la concentration en glycosaminoglycannes par 
rapport a la concentration en atelocollagene est de 15 a 50 % en 
poids. 

25 16. Procede selon I'une des revendi cat ions 8 a 15, carac- 

terise en ce que la concentration en glycosaminoglycannes dans la 
solution de glycosaminoglycannes est de 0,5 a 4 %, encore mieux de 
C,5 a 2 %, et encore de preference est voisine de 1 %. 

17. Procede selon I'une des revendi cat ions 8 a 16, carac- 
30 terise en ce que la solution d'atelocol lagene est une solution 

aqueuse d' atelocollagene ayant une concentration comprise entre 0,5 
et 2 % en poids. 

18. Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que 
la solution d'atelocol lagene est obtenue par dissolution de fibres 

35 d'atelocol lagene dans une solution aqueuse legerement acide, telle 
que de I 'acide acetique 0,1 M. 
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19. Procede selon l'une des revendications 5 a 18, carac- 
terise en ce que Les glycosaminoglycannes sont choisis parmi les 
glycosaminoglycannes de structure choisis parmi le groupe 
consistant du chondroitine-4-sulfate, du chondroitine-6-sulf ate, du 

05 dermatane-sulfate, de I'.heparane-sulfate, du keratane-sulfate ; 
ainsi que de L'heparine et ses derives. 

20. Procede selon l'une des revendications 1 a 19, carac- 
terise en ce qu'on peut introduire dans La soLution aqueuse 
d'atelocollagene et de glycosaminoglycannes un ou plusieurs 

10 principes actifs souhaites a I'etat de solution, de suspension ou 
d'emulsion,- en particulier une ou plusieurs substances d'interet 
cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 

21. Procede selon l'une des revendications 1 a 19, carac- 
terise en ce qu'on introduit dans la phase huileuse dispersee a 

15 encapsuler une ou plusieurs substances d'interet cosmetique, 
pharmaceutique ou alimentaire, a I'etat de solution, de suspension 
ou d'emulsion* 

22. Procede selon l'une des revendications 1 a 19, carac- 
terise en ce qu'on peut realiser une extrusion de la substance a 

20 encapsuler incorporee a I'interieur du flux laminaire d'atelo- 
collagene et de glycosaminoglycannes destines a constituer la paroi 
des microcapsules. 

23. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce 
qu'on realise une coextrusion de La substance active dissoute, en 

25 suspension ou sous forme emulsionnee dans La phase huileuse, a 
I'interie.ur du flux laminaire d'atelocollagene et de glycosamino- 
glycannes destines a constituer la paroi des microcapsules.. 

24. Composition cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire, 
caracterisee.en ce qu'elle comprend des microcapsules a paroi mixte 

30 atelocollagene-glycosaminoglycannes reticules qui, de preference, 
contiennent au moins en partie une substance presentant un interet 
cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire, telles que destinees a 
L'une des revendications 2 a 4 ou telles qu'obtenues par le procede 
selon l'une quelconque des revendications 5 a 23. 
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25. Procede de preparation d'une composition cosmetique, 

pharmaceutique ou alimentaire, caracterise en ce qu'on incorpore au 
moins en partie des microcapsules a paroi mixte atelocol lagene- 
glyccsaminoglycannes reticules, dans lesquelles on a de preference 
encapsule au moins en partie une substance presentant un interet 
cosmetique, pharmaceutique ou alimentaire. 
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